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Adjuvants pour vaccins 



La pr^sente invention a pour objet de nouveaux adjuvants pour vaccins. 

Un antigfene est d£fini comme dtant une substance dtrangfcre k un 
organisme vivant, qui lorsqu'on I'administre, par exemple, par voie paren- 
fcSrale induit une reponse immunitaire, par exemple, la formation 
d' anticorps. 

Les anticorps sont des substances contenues dans le sang et autres 
fluides du corps, ainsi que dans les tissus, qui se lient k I'antigene pour le 
rendre inoffensif. Les anticorps constituent un des mecanismes naturels de 
ddfense du corps. lis sont hautement sp&ifiques et peuvent tuer, lier ou 
rendre inoffensif 1'antigfene qui a induit leur formation. 

L'antigfene, en contact avec le systfeme immunitaire, active done une 
serie complexe d' interactions cellulaires dont le but est ddliminer l'antigfene 
et/ou de r&ablir l'6quilibre prteddent. 

Deux des aspects caractdristiques des antigfenes sont leur immuno- 
gdnicte, e'est-i-dire leur capacity d'induire une nSponse immunitaire in vivo 
(entre autres la formation d'anticorps spdeifiques) et leur antigenicity, e'est- 
4-dire leur capacity d'etre reconnu selectivement par les anticorps dont les 
antigfenes sont k Torigine. 

II est connu de stimuler la reponse immunitaire deliberement en 
administrant un antigfene sp&ifique au moyen d'un vaccin. Cette procedure 
permet d'obtenir un &at de memoire immunitaire dans Forganisme qui 
permet une reponse plus rapide et plus efficace de 1'organisme lors d'un 
contact ulterieur avec l'antig&ne. 

Cependant, quelques antigenes ne possfcdent qu'une faible immuno- 
g<5nicit6 et induisent une reponse immunologique insuffisante pour pn>curer 
k Torganisme une protection efficace. 

L'immunogenictaJ d'un antigfene peut etre augmentee en Padministrant 
ensemble avec des substances, appel&s adjuvants, qui augmentent la 
reponse contre 1'antigfene soil en agissant directemem sur le systfeme immu- 
nitaire soit en modifiant les caractdristiques pharmacocinetiques de 
I'antigene et en augmentant ainsi le temps d'interaction avec le systeme 
immunitaire. 
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A present, un grand nombre de vaccins veterinaires utilises en tant 
qu'adjuvants comprennent encore les emulsions classiques d'huile morale, 
tels que l'adjuvant de type eau dans huile minerale (w/o) ou de type huile 
minerale dans eau (o/w). Depuis plusieurs annees, des recherches ont ete 
5 entreprises pour trouver des alternatives ayant une efficacite similaire mais 
une toxicite reduite. Les injections de ces adjuvants classiques a base d'huUe 
minerale sont souvent accompagnees par des reactions locales dont la 
severity depend largement du type d'emulsion et de la nature de l'hmle 
utUisee. L'utilisation d'adjuvants a base d'huUe minerale. est par consequent 
10 limitee aux animaux domestiques (pores, poules, ruminants, etc.) et aux 
animaux de laboratoire. 

Precedemment, U a 6l6 montre qu'un copolymere synthetique de 
polysucrose et epichloridrine - le FicoU - portant des groupes sulfate et 
lipides (SL-FicoU), incorpon* dans une emulsion de squalane (S) dans de 
15 l'eau (S/W) exercait un effet adjuvant elev* sur differentes especes 

d'animaux - dont des pores - centre differents types d'antigenes, y compns 
quelques antigenes viraux importants [Vaccine 12, p. 653-660 (1994) et 
Vaccine 12, p. 661-665 (1994), EPO 0 549 074]. Ces formulations 
d'adjuvants a base de FicoU sont assez efficaces pour remplacer les 
20 formulations classiques d'huile minerale dans l'eau utilisees dans differents 
vaccins porcins. 

Cependant la toxicite locale, e'est-a-dire la reactogenicite, de ces 
formulations a base de Ficoll sur des pores et des souris ne s est pas rev61ee 
plus faible que celle des formulations classiques d'huile minerale de type 
25 o/w. 

De plus, pour les formulations a base de FicoU, la temperature a un 
effet prononce sur la stabUite des emulsions. Certaines de ces emulsions ont 
et* stables pendant des annees a 4 °C mais la phase aqueuse et la phase 
d'huUe se separent endeans quelques jours a 37" C et endeans une dizaine 

30 de minutes a 60 °C. 

Le but de la presente invention est de proposer un adjuvant efficace 
pour vaccins ayant une stabilite accrue a haute temperature et revelant une 
toxicite locale plus faible. 

Ce but est atteint par un adjuvant pour vaccins comprenant un 
35 polysaccharide sulfo-Upidique combin* a un composant formant une 
interface [p. ex., une une emulsion de type huile/eau (o/w)]. 



# 



WO 96/20008 PCT/BE95/00119 



10 



Un des avantages de l'adjuvant selon la presente invention est qui! est 
plus stable a haute temperature que les adjuvants a base de Ficoll. 

Ce but est atteint par un adjuvant pour vaccins comprenant un 
polysaccharide sulfo-Upidique combine" a un composant form ant une 
interface. 

L'expression "polysaccharide" signifie un compost ayant au moins trois 
unites sucres repetitives reliees l'une a 1'autre de maniere covalente. 

L'expression "polysaccharide sulfo-Upidique" signifie un compose ayant 
au moins trois unites sucres repetitives reliees i'une a Tautre de maniere 
covalente, au moins un groupe de sulfate et au moins un groupe Upidique. 

De preference, le polysaccharide sulfo-lipidique est un polysaccharide 
hydrophobe. 

L'expression "polysaccharide hydrophobe" signifie un polysaccharide 
qui est moins soluble dans une phase aqueuse que dans une phase oiganique 
15 apolaire. 

Selon un premier mode de realisation avantageux, le polysaccharide 
sulfo-Upidique est choisi parmi le groupe constitue" de cyclodextrine, 
maltodextrine, inuline, ficoll et pullulane. 

De preference, le polysaccharide sulfo-lipidique est choisi parmi le 
20 groupe constitu6 de cyclodextrine, maltodextrine et inuline. 

Le polysaccharide sulfo-Upidique preTere est la cyclodextrine. 
Le polysaccharide sulfo-Upidique contient en moyenne au moins 0,01 
groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. De preference, le polysaccharide sulfo-Upidique contient en 
25 moyenne au moins 0, 12 groupe sulfate par monosaccharide, tout en 
maintenant son caractere hydrophobe. 

Le polysaccharide sulfo-Upidique ne contient en moyenne pas plus de 
1 ,0 groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. De preference, le polysaccharide sulfo-Upidique ne contient en 
moyenne pas plus de 0,23 groupe sulfate par monosaccharide, tout en 
maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de la 
maltodextrine, celui-ci contient en moyenne environ 0,23 groupe sulfate par 
monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 
35 De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de la 

cyclodextrine, celui-ci contient en moyenne environ 0,20 groupe sulfate par 
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monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de l'lnuline, 
celui-ci contient en moyenne environ 0,19 groupe sulfate par 
monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 
5 De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du pullulane, 

celui-ci contient en moyenne environ 0,16 groupe sulfate par 
monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoll, 
celui-ci contient en moyenne environ 0,12 groupes sulfate par 
10 monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

Le polysaccharide sulfo-lipidique contient en moyenne au moins 0,01 
groupe lipidique par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. De preference, le polysaccharide sulfo-lipidique contient en 
moyenne au moins 1,05 groupe lipidique par monosaccharide, tout en 
15 maintenant son caractfere hydrophobe. 

Le polysaccharide sulfo-lipidique ne contient en moyenne pas plus de 
2 0 groupes hpidiques par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. De preference, le polysaccharide sulfo-lipidique ne contient en 
moyenne pas plus de 1,29 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en 
20 maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-hpidique est de la 
maltodextrine, celui-ci contient en moyenne environ 1,29 groupes lipidiques 
par monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 
De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de la 
25 cyclodextrine, celui-ci contient en moyenne environ 1 ,05 groupes lipidiques 
par monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de l'inulme, 
celui-ci contient en moyenne environ 1,24 groupes hpidiques par 
monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 
30 De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du pullulane, 

celui-ci contient en moyenne environ 1 ,24 groupes lipidiques par 
monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoll, 
celui-ci contient en moyenne environ 1,22 groupes lipidiques par 
35 monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

Les groupes lipidiques contiennent, de preference, entre 4 et 22 atomes 
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de carbone. 

Le rapport des groupes sulfates et lipidiques est avantageusement 
compris entre 0,01 et 2 groupes sulfates par groupe lipidique. De 
preference, le rapport des groupes sulfates et lipidiques est compris entre 
5 0, 10 et 0,19 groupe sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant le 
caractere hydrophobe du compose\ 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de la 
maltodextrine, le rapport des groupes sulfates et lipidiques est d'environ 
0,18 groupe sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant son caractere 
10 hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de la 
cyclodextrine, le rapport des groupes sulfates et lipidiques est d'environ 
0,19 groupe sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est de 1'inuline, 
le rapport des groupes sulfates et lipidiques est d'environ 0,15 groupe 
sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du pullulane, 
le rapport des groupes sulfates et lipidiques est d'environ 0, 13 groupe 
sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

De preference, quand le polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoll, le 
rapport des groupes sulfates et lipidiques est d'environ 0,10 groupe sulfate 
par groupe lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

L'expression "composant formant une interface" ("Interface-Forming 
25 Constituent" ou "IFC") signifie un substance qui forme, dans un milieu 
aqueuse, une interface physique entre la substance et la phase aqueux. 

Le composant formant une interface est choisi parmi le groupe constitue 
d'un liquide non miscible a 1'eau (par exemples : squalane, huile de soja, 
huile minerale, hexadecane), ou un solide insoluble dans la phase aqueuse. 
30 Les solides insoluble dans la phase aqueuse de la presente invention 

comprennent des sels insolubles (p. ex. Al(OH) 3 , AIP0 4 , Alun, oxalate de 
calcium), des micropaiticules, des nanopaiticules, des microspheres et des 
nanospheres d un ou des multiples polymeres, copolymeres (p.ex. 
polyacrylate, poly(methyl methacrylate), polycyanoacrylate, polylactide, 
35 polyglycolide). ou des bi-couches lipidiques ou des agents lipophiles (p.ex., 
phospholipides) ou des micelles d'agents tension-actifs. 
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De preference, le composant "IFC" est un liquide non miscible a l'eau. 
Avantageusement, le composant foimant une interface est choisi parm. 
le groupe constitue d'huUe de soja, de squalane et hexadecane. 

Les adjuvant stables pour vaccins sont ceux qui comprennent un derive 
5 (hydrophobe) d'un polysaccharide sulfo-lipidique, un composant formant 
une interface et un agent emulsifiant. 

De plus, Tefficacit* des adjuvants selon la presente invention est 
comparable ou meme superieure a celle des adjuvants classiques. La 
toxicite locale, c'est-a-dire la reaetogenicite des adjuvants selon la presente 
10 invention est, en general, inferieure a celle des adjuvants classiques et a 
celle des adjuvants a base de ficoll. 

II semblerait que les polysaccharide sulfo-lipidique a poids moleculaires 
relativement plus faibles aient une moindre toxicite locale. 

Selon un autre aspect de la presente invention, on propose l'utilisation 
15 du polysaccharide sulfo-lipidique en tant qu'adjuvant dans des vaccins. 

Selon encore un autre aspect de la presente invention, on propose un 
precede pour preparer un vaccin en emulsion caracterise en ce que Ton 
emulsionne une solution aqueuse d'un antigene en presence d'un 
polysaccharide sulfo-Upidique, d'un emulsifiant et un composant formant 

20 une interface. 

Selon un autre aspect de la presente invention, on propose un vaccin 
comprenant une quantite immunogenique d un antigene (immunogene) et un 
adjuvant selon la presente invention. 

De preference, la concentration d'adjuvants est comprise entre 0. 1 et 
25 100 mg/ml, de preference entre 2 et 20 mg/ml. 

Le vaccin comprend, outre 1'adjuvant, des antigenes par exemple de 
virus inactive, de virus vivant, de bacterie, de sous-unite, de proteine, de 
peptide et de vires influenza inactive souche MRC-11, d'ovalbumine 
(OVA), de virus influenza inactive souche A/Swine et/ou de virus de 
30 pseudorabies inactives (iPRV). 

Les titres en anticorps mesures ont ete plus eleves que ceux obtenus par 
les emulsions d'huile minerale dans de l'eau utilisees dans des produits 
commerciaux. II a ete montre qu'il existe une forte activite synergique entre 
les SL-Ficoll et les Emulsions, plus prononcee sur les pores que sur les 
35 souris (Hilgers et al. Vaccine 12. 661-664. 1994). La reponse d'anticorps 
sur les souris a ete augmentee d'une maniere significative (Hilgers et al. 



Vaccine 12, 653-660, 1994). 

On a conclu que la r6actogdnicitd depend du type de polysaccharide et 
d'huile inclus dans les formulations et que le poids molgculaire du poly- 
saccharide est un des facteurs importants. 

Les Cyclodextrines et leurs d£riv£s sont bien connus pour 6tre capables 
de former des complexes d 'inclusion en abritant d'autres substances, comme 
p.ex. des substances d'intdret pharmaceutique, dans la cavitd formee par 
leur structure cyclique. 

Parmi les avantages offerts par ces complexes d'inclusion, on peut citer 
I'am61ioration de la solubility de la biodisponibilitS et/ou de la stabilite 
chimique, rallongement du temps de demi-vie, la diminution des effets 
secondaires ainsi que certains avantages lors de la production tels que une 
obtention plus aisfe de poudre sfeche au depart de preparations liquides. 

Les Polysaccharides Sulfo-Lipidique (SLP) & base de Cyclodextrine 
peuvent dfes lors avoir des applications intdressantes en plus de leur 
utilisation comme adjuvant ddcrite ci-dessus. 

En effet, les SL-Cyclodextrines sont des agents tensio-actifs par suite de 
la presence simultante dans ces molecules de groupes anioniques (sulfates) 
et hydrophobes (chaines aliphatiques). Cette propriety est k I'origine de la 
formation de micelles en phase aqueuse ou de micelles mixtes en presence 
d'autres substances tensio-actives, ainsi que de la formation d'6mulsions de 
liquides non miscibles dans l'eau, de suspensions en phase aqueuse de 
particules insolubles ou de la formation d'interfaces entrc phase aqueuse et 
matifere insoluble liquide ou solide. 

Ainsi, les SL-Cyclodextrines presentent le double a vantage de pouvoir 
former des complexes d'inclusion et d'etre des substances tensio-actives. 

Eiles peuvent done etre consid£r£es comme form ant une famille de 
produits presentant des propridtds nouvelles susceptibles d'appiications 
originales dans le secteur pharmaceutique. 

De nombreuses SL-Cyclodextrines differentes ont €\6 obtenues; elles se 
distinctent par leurs propriety physico-chimiques resultant du type de 
Cyclodextrine (p.ex.a,/S,T) de la teneur en groupes sulfates ainsi que de la 
teneur et de la nature des groupes lipidiques. 
Exemple 1 

Diffgrents polysaccharides ont 6t6 testds pour leur solubility dans les 
solvants organiques utilises pour la synthase et ceux insuffisamment solubles 
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ont ete abandons. 4,5 grammes de la maltodextrine (MaltodextnnelS; 
Amylum. Belgium), 4,5 grammes de la beia-cyclodextrine (ACROS), 4 5 
grammes de l'inuline (Dahlia Tubers; Sigma, U.S.A.) et 4,5 grammes du 
puUulane (Hayashibara Co. Ltd. Japon) ont ete solubilises separement dans 
5 des melanges (100 ml) de dimethylformamide anhydre et de pyndme 

anhydre (rapport volumique 1:1). Pendant une courte periode de temps (48 
heures), les solutions de ces polysaccharides ont 6t6 sechees a 1 a.de de 
tamis moleculaires (size 2A) (Merck, Darmstadt, AUemagne). 6,6 grammes 
du chlorure de lauroyle (Merck, Germany) a ete ajoute et les melanges ont 
10 ete mcubes pendant 6 heures a 60 "C et pendant 1 8 heures a temperature 
ambiante (environ 15 °C - 22 °C). Ensuite, 0,6 grammes de 1'acide 
chlorosulfonique (Merck, Germany) dans un melange (10 ml) de 
dimethylformamide anhydre et de pyridine anhydre a ete ajoute et la 
procedure d'incubation a temperature ambiante a ete renouvelee. Les 
15 solvants ont ete elimin* par evaporation a pression reduite (200 milhbars) 
nour 1-2 heures a 60 «C et dialyses en utilisant une membrane de ceUulose 
rLneree ayant un seuU de coupure de 10.000 Daltons (SPECTRA/POR) en 
mettant en oeuvre une solution saline tamponnee de phosphate isotonique 
(cette solution saline PBS comprend, par litre d'eau, 8 g de chlorure de 
20 sodium, 0,2 g de chlorure de potassium et 1,15 g de phosphate hydrogene 
disodique ayant un pH de 7,3) et posterieurement en mettant en oeuvre de 
reau ultrapure jusqu'a ce qu'aucune trace de solvent ne soit detectee dans le 
futrat Le rapport volumique entre la solution de dialyse (solution salme 
PBS ou eau ultrapure) et le reliquat utilise au cours de la dialyse est 
25 maintenu au dessus de 10: 1 (v/v). La dialyse est realisee durant au moms 
10 jours, la solution de dialyse etant remplacee au moins une fois par jour. 
Les polysaccharides sulfo-lipidiques (SLP) ainsi obtenus ont ete lyophibses a 
temperature ambiante, avec une pression interne inferieure a 0,1 mbar et un 
piege k froid ayant une temperature infeneure a -25 °C. 
30 La composition des SLP a ete determinee en dosant le polysaccharide, 

les sulfates lies, le contenu total en lipides et le contenu en Upides lies tel 
que decrit precedemment (Vaccine 12, p. 653-660). 

De S solutions de 1 % poids/volume (p/v) de SLP dans une solution 
saline tamponnee au phosphate (PBS) contenant 2 % volume/volume (v/v) 
35 de Tween 80 ont ete preparees en dissolvant d'abord les SLP dans un 

volume minimal (20 ml) de methyUertio-butylerher (Merck), en ajoutant 2 



ml de Tween 80 (Merck) par g de SLP et en dvaporant le methyltertio- 
butyiether a temperature flevee (± 60 °C) et a pression requite (50 
millibars) jusqu'a ce qu'une solution visqueuse de SLP dans du Tween 80 
ait ete obtenue. Dix ml d'eau par g de SLP ont ete ajoutes lentement et 
ensuite les volumes appropries de PBS et d'huile ont 6t6 ajoutes. Le 
melange a 6x6 emulsifie en utilisant un microfluidiseur (Microfluidics Corp., 
Newton, U.S.A) jusqu'a ce que plus aucune goutte d'huile supeneure a 2 ou 
3 /tm ne soit visible sous le microscope (agrandissement de 1000 fois). Les 
Emulsions ont 6t6 stockees a 4 °C jusqu'a utilisation. 

Les vaccins ont 6t6 prepares en meiangeant un volume d'antigene avec 
un volume d 'adjuvant. Les antigenes ont 6t6 prepares tel que decrit prece- 
demment (Vaccine 12, p. 653-660 et Vaccine 12, p. 661-665). Deux 
solutions d'antigenes differentes ont 6t6 utilisees : la solution I comprend 
par ml : 10 ng de virus influenza inactive souche MRC-1 1 (SOLVAY 
DUPHAR) + 1000 /xg OVA (SIGMA) et la solution H comprend par ml : 
4,4 jig/ml de virus influenza inactive souche A/Swine (SOLVAY 
DUPHAR), 4,0 ng de virus influenza inactive de la souche MRC-1 1 
(SOLVAY DUPHAR), 2,0 fig de virus influenza inactive de la souche X-79 
(SOLVAY DUPHAR), et 10 8 TCID 50 de virus de pseudorabies inactives 
(iPRV) (SOLVAY DUPHAR). 

Des souris femeUes NMRI (Charles River, Germany) de 8 a 10 
semaines (environ 20 g) ont ete immunisees par injection dans la patte avec 
0,025 ml de vaccin et les titres en anticorps ont ete mesures trois semaines 
plus tard. 

Les titres en anticorps ont ete exprimes en tant que moyennes geb- 
metriques ( 2 log + SEM). L'analyse des titres d'anticorps a ete effectuee 
par des tests standardises et les entires pour la validite ont ete decrits 
precedemment (Vaccine 12, p. 653-660). 

Des tests de Student ont ete effectues pour analyser la signification 
statistique des resultats et une P < 0,05 a ete considered comme etant 
significative. 

Des formulations d'adjuvants ont ete testees dans deux experiences 
independantes sur des souris. 

Tableau 1 : L'effet adjuvant de ceitaines emulsions a base de poly- 
saccharides sulfo-lipidiques (SLP) dans de 1'huile et de I'eau (SLP/o/w) sur 
des souris. 
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^log du titre d'anticorps contre 


Adjuvant 


n 


MRC 11 


OVA 


i [mg SLP et fil huile]/ml 




moyenne 


SEM 


moyenne 


oJCJVl 


Experience I 






| SL-Maldexl5/S/W [10/100] 


6 


13.1 


0.7 


7.3 




1 SL-Cyclodex./S/W [10/100] 


6 


12.9 


1.0 


7.2 


U.O 


1 SL-Inuline/S/W [10/100] 


6 


12.7 


0.8 


7.2 


u.z 


1 SL-PuUulane/S/W [10/100] 


6 


13.3 


0.7 


6.9 




1 SL-Maldexl5/soja/W [10/100] 


6 


12.8 


0.6 


6.5 


U.7 


1 SL-Cyclodex./soja/W [10/100] 


6 


13.6 


1.1 


6.0 


n o 
0.8 


1 SL-Inuline/soja/W [10/100] 


6 


12.5 


0.6 


6.8 


1 .3 


1 SL-PuUulane/soja/W [10/100] 


6 


12.5 


0.8 


6.6 




1 SL-Ficoll/S/W [10/100] 


6 


13.0 


0.9 


6.9 


u.** 


| SL-Ficoll/soja/W [10/100] 


6 


12.0 


0.6 


b.o 


U.J 


| SL-Ficoll/hexadec./W [10/100] 


4 


12.4 


0.9 


7.Z 


U.O i 


| SL-Ficoll/h. minerale/W [10/100] 


4 


12.2 


0.5 


O.O 


U.J 


1 Controle (sans adjuvant) 


6 


11.3 


0.7 


J, J 




1 Experience n 






1 SL-Maldexl5/S/W [10/100] 


6 


13.3 


0.8 


9.0 


1.1 


SL-Cyclodex./S/W [10/100] 


6 


13.0 


0.6 


8.6 


0.8 


SL-Inuline/S/W [10/100] 


6 


12.8 


0.9 


8.6 


0.8 


SL-Pullulane/S/W [10/100] 


6 


13.6 


0.5 


8.8 


0.8 


1 SL-Maldexl5/soja/W [10/100] 


6 


11.2 


0.7 


7.4 


0.3 


| SL-Cyclodex./soja/W [10/100] 


6 


11.7 


0.5 


6.5 


1.0 


SL-Inuline/soja/W [10/100] 


6 


11.8 


0.5 


7.5 


0.4 


SL-Pullulane/soja/W [10/100] 


6 


10.9 


0.8 


7.3 


0.4 
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SL-Maldexl5/hexadec./W [10/100] 


6 


12.2 


| 0.7 


8.3 


0.8 


SL-Cyclodex./hexadec/W [10/100] 


6 


12.5 


0.6 


8.2 


0.6 


SL-Inuline/hexadec./W [10/100] 


6 


12.2 


0.4 


7.4 


0.4 


SL-Pullulane/hexadec/W [10/100] 


6 


13.2 


0.4 


7.7 


0.2 


Controle (sans adjuvant) 


6 


10.0 


0.4 


4.2 


0.9 


SL-Ficoll/S/W [10/100] 


2 


13.4 


0.7 


8.5 


0.7 



10 



15 



20 



25 



soja 

hexadec. 
h. minerale 
S 



= huile de soja 
= hexadecane 
= huile minerale 
= squalane 



n = nombre d'animaux 

SEM = deviation standard de la moyenne 
Maldexl5 = maltodextrinel5 
Cyclodex. = cyclodextrine 
W = eau (water) 

Toutes les emulsions SLP/huUe/eau ont augment la reponse humorale 
contre le virus de l'influenza souche MRC-1 1 et contre OVA. II a ere 
montn* qu'U existe des differences en effet adjuvant entre les differentes 
formulations et quelques-unes ont provoque des activites egales au 
SL-Ficoll/S/W. Aucun effet clair du au type de SLP n'a pu etre observd. En 
ce qui concerne le type d'huile utilise^ des emulsions comprenant du 
squalane (S) ont doiure des reponses significativement plus levees que les 
Emulsions contenant de 1'hexadecane tandis que I'huUe de soja provoquait 
les reponses les moins elevees. 
Exemple 2 

Des pores de 8 a 10 semaines d'age ont 6t€ testes pour constater une 
eventueUe presence d'anticorps contre les antigenes viraux en question et les 
animaux avec des titres d'anticorps ddtectables ont 6te exclus. 

Une emulsion minerale huile dans l'eau vendue sous la marque 
SUVAXYN O/W EMULSION (SOLVAY DUPHAR) ainsi que des 
formulations de SLP dans une emulsion de squalane dans l'eau ont 6l6 
preparers selon la mdthode decrite a I 'exemple 1. 

Des vaccins contenant les formulations avec adjuvant ont 6t6 prepares 
selon la methode decrite a r exemple 1. 

Des formulations de SLP/squalane/eau ont ere testees pour leur effet 
adjuvant sur des pores avec 1'iPRV et le Virus Influenza Inactive^ - souches 
MRC-1 1 et A/Swine, en tant qu'antigenes (Tableau 2). Les animaux ont ere 
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10 



15 



immunises deux fois (semaines 0 et 3) et les titles en anticoips ont ete 
mesures trois semaines (semaine 6) apres la deuxieme injection. 

Les titres en anticoips centre PRV (anti-PRV) ont ete augmentes par les 
emulsions SL-Ficoll/squalane/eau, SL-Maltodextrinel5/squalane/eau, 
SL-Inuline/squalane/eau et SL-Cyclodextrine/squalane/eau. Les utres en 
anticorps mesures ont ete companies ou plus eleves que ceux obtenus par 
les emulsions d'huile minerale dans de l eau utilisees dans des produits 
commerciaux. La reponse d'anticorps contre A/Swine a aussi ete augmentee 
par differentes formulations SLP/squalane/eau mais certaines reponses ont 
ete aussi elevees que celles obtenues par les emulsions huile/eau classiques. 
Les titres en anticorps contre MRC-1 1 ont ete augmentes par differentes 
formulations et quelques emulsions SLP/squalane/eau ont montre des litres 
comparables ou plus eleves que les emulsions huile minerale/eau. 

Les resultats de ces analyses sont repris dans le tableau 2. 

Tabisan.2 : Wta de diff6rents polysaccharides sulfo-lipidiques 
combines avec plusieurs emulsions d'huile dans de leau sur la reponse 



d'anticorps anti-iPKV/A/ 


iWinamR^-ij mwmwa -»w. 

2 log des titres d'anticorps a 6 semaines 


Adjuvant 
[mg SLP+mI huile]/ml 


iPRV 


A/Swine 


MRC- 


11 


moyen. 


SEM 


moyen. 


SEM 


moyen. 


SEM 


PBS 


0.5 


0.0 


<3.3 


0.0 


<3.9 


0.5 


huile minerale/W [0/500] 


6.5 


0.4 


10.7 


1.3 


10.7 


0.9 


SL-Ficoll/S/W [10/100] 


7.8 


0.8 


11.5 


2.9 


>12.7 


2.4 


SL-Maldexl5/S/W [10/100] 


7.5 


1.1 


8.7 


1.1 


13.1 


1.3 


SL-Cyclodex./S/W [10/100] 


9.0 


1.1 


10.1 


1.5 


>12.9 


2.2 


SL-Inuline/S/W [10/100] 


8.9 


1 1,3 


10.3 


1.0 


> 13.7 


1.3 



SEM = deviation standard de la moyenne S - squalane 
MaldexlS = maltodextrinelS W = eau (water) 

20 Cyclodex. = cyclodextrine 

A partir d'experiences prec6dentes pour tester Teffet adjuvant en 
parallele sur ces deux especes d'animaux, il a ete montre qu'il existe une 
forte activite synergique entre les SL-FicoUs et les emulsions et qu'elle est 
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plus prononcee sur les pores que sur les souris (Vaccine 12, 653-660, 1994; 
Vaccine 12, 661-664, 1994). La reponse d'amicorps sur les souris a etc* 
augmentee d'une maniere significative et il a ete montnS qu'il existe un effet 
prononce du type d'huUe employe mais non pas du type de polysaccharide. 
5 Le facteur d 'augmentation en comparaison avec des animaux qui n'ont 

recu que 1'antigene a ete limits a une ou deux unite* 2 log sur les souris. Sur 
les pores, l'effet adjuvant a ete plus prononce principalement parce que la 
reponse contre les antigenes sans adjuvant a 6t6 tres faible. Les litres en 
anticoips anti-iPRV et ami- A/wine et anti-MRC-11 out 6t€ augmented de 
10 plus de six unites 2 log. 

Les adjuvants a base d'huile minerale augmentent la reponse d'anticorps 
d'une maniere significative, mais differentes nouvelles formulations 
d'adjuvants ont provoque des titres encore plus eleves. L'adjuvant SL- 
Ficoll/S/W presente precedemment (Vaccine 12, p. 653-660 et Vaccine 12, 
15 p. 661-665) s'est revtfe plus efficace que 1'huile minerale et tandis que 

certains nouveaux SLP ont exerce une activite egale ou supeneure aux SL- 
Ficoll. 

Exemple 3 

Outre l'effet adjuvant, d'autres proprietes sont importantes pour 
revaluation d'un vaccin. Entre autres, la reaction locale est un aspect 
important, bien qu'une certaine reaction a 1'endroit d'injection soil acceptee 
en general pour certaines especes d'animaux. La toxicite locale a ete testee 
in vivo en suivant le gonflement des panes de souris apres injection du 
vaccin. II a ete montnS que cene methode est tres sensible. 

Des formulations de SLP dans une emulsion de squalane dans l'eau, 
d'huile de soja dans l'eau, d'huile minerale et d'hexadecane dans Teau ainsi 
qu'un temoin sans adjuvant ont et<J prepares selon la methode decrite a 
l'exemple 1. 

Des vaccins contenant les formulations avec adjuvant ont ete prepares 
30 selon la methode decrite a l'exemple 1. 

Des groupes de six souris ont 6t6 traites avec 25 ftl de vaccin par 
injection sous-cutanee dans la plante du pieds arriere gauche. Le vaccin 
comprenait un volume de solution d'antigenes contenant 10 M g de MRC-1 1 
et 1 mg d'ovalbumine (OVA) par ml de PBS et un volume d'adjuvant. 

L'epaisseur des panes a 6te mesuree un jour avant et a plusieurs 
intervalles apres finjection par un appareil semi-electronique specialement 



20 



25 



35 
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developpe pour ce propos par l'Universite d'Etat d'Utrecht aux Pays-Ba! 
La prtcision de cet appareil est d'environ 0,02 mm. 

Le gonflement a 6t6 calculi en soustrayant l'epaisseur de la parte av 
le traitement de l'epaisseur de la parte apres le traitement et est exprime 

5 0,01 mm. 

Les resultats de ces experiences sont repris dans le tableau 3. 
Tableau 3 : Reactogenicite de differents adjuvants sur des souris 
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Experience I 





J gonflement moyen (10" 2 mm) 


Artin%/*int 
S\UJUVdIll 

[mg SLP+/*1 huilej/ml 




Jours 


1 


2 


3 


4 


7 


11 


1 14 


1 18 


1 25 1 


SL-Maldexl5/S/W 
[10/100] 


169 


110 


89 


1 65 


J7 


I i & 
1 


1 1 ft 


1 1 Q 
1 


1 


SL-Cyclodex./S/W 
[10/100] 


88 


21 


8 


1 8 
■ 


Q 


1 ^ 
I 


I A 


1 


i 1 I 
I ~* 1 


SL-Inuline/S/W 
[10/100] 


1 146 


145 


94 




AA 


| jU 


1 ^ 


26 


20 


SL-PuUulane/S/W 
[10/100] 


1 235 


231 


137 


j[ I Li. 


o / 


1 74 
1 




64 


I ^ 1 


SL-Maldex 1 5/soja/W 
[10/100] 


30 


10 


5 


\ 0 


9 


in 




j 


1 


SL-Cyclodex./soja/W 
[10/100] 


2 


0 


o 


o 




n 
u 


4 


11) 


-7 1 


SL-Inuline/soja/W 
[10/100] 


117 


64 


13 


7 


7 


10 


20 


18 


1 


SL-Pullulane/soja/W [ 
[10/100] 


40 


23 


7 1 


0 


0 


0 1 


3 I 


10 


-2 


SL-Ficoll/S/W f 
[10/100] | 


196 


273 


299 


305 


305 


237 


177 1 


144 1 


97 


SL-Ficoll/soja/W 
[10/100] | 


124 


59 


24 1 


20 


26 


17 


12 1 


7 1 


-5 


SL-Ficoll/hexadec./W 1 
[10/100] 


241 


277 


242 1 


209 


92 


35 


42 1 


49 


14 


SL-FicolVh. minerale/W 1 
[10/100] I 


233 


295 


300 


292 


201 


165 


120 1 


89 


75~] 


Contrdle (sans adjuvant) 


2 


0 


0 


0 


0 


0 


4 1 


~ 6 1 


-4 



Maldexl5 = maltodextrinelS hexadec. = hexadecane 

Cyclodex. = cyclodextrine h. min. = huile minerale 

soja = huUe de soja S = squalane 

W = eau (water) 
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Experience II 





gonflement moyen (10* mm) 


Adjuvant 


Jours 


[mg SLP+mI huUel/ml h 


1 1 


2 


6 


10 


17 


22 


SL-Maldexl5/S/W J 
[10/100] 1 


133 1 


95 


61 


30 


35 


24 


SL-Cyclodex./S/W | 
[10/100] 


62 1 


54 


10 


15 


17 1 


1 


SL-Inuline/S/W 
| [10/100] 


176 1 


134 


71 


51 


55 


48 


SL-Pulhilane/S/W 
1 [10/100] I 


200 1 


199 1 


91 


94 


77 1 


46 


SL-Maldexl5/soja/W 
1 L10/1001 


20 1 


10 


7 


0 


0 


0 


1 SL-Cyclodex./soja/W 

1 [10/100] 1 


19 


16 


21 


16 


11 1 


12 


I SL-Inuline/soja/W 
| [10/100] 


52 


38 1 


22 


11 


24 


0 


1 SL-Pullulane/soja/W 
1 [10/100] 




38 


U 


4 


15 


0 


SL-Maldex 1 5/hexadene/W 
1 nn/iooi 


108 


65 


14 


14 


22 


0 


1 SL-Cyclodex./hexad6c./W 
1 [10/100] 


1 107 


1 74 


1 14 


10 


25 


I 0 


1 SL-Inuline/hexadec./W 
1 [10/100] 


121 


1 114 


1 46 


30 


22 


] 0 


SL-Pullulane/hexad6c./W 
(10/100) 


1 224 


1 213 


112 


59 


40 


1 23 


| Contr61e (sans adjuvant) 


2 


0 




0 


0 


1 0 


SL-Ficoll/S/W 
1 [10/100] 


73 


293 


1 325 


239 


178 


1 99~ 



Maldexl5 = maltodextrinel5 hexad6c.= hexad&ane 
Cyclodex. = cyclodextrine soja = huile de soja 
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S 



= squaiane 



W 



= eau 



Les formulations ont provoqug differents degres de gonflement au point 
d'injection, ce gonflement qui a 6t6 tits fort dans certains cas pendant les 
premiers jours, s'estompait lentement (Tableau 3). Des emulsions 
comprenant de 1'hexadecane ont provoque, en general, des reactions plus 
fortes que celles contenant de 1'huile de soja. En ce qui concerne les SLP, 
les Emulsions de squaiane comprenant du SL-FicoU ont provoqu6 des 
gonflements plus forts qui se sont maintenus pendant plus de trois semaines. 
Les emulsions contenant du SL-Maltodextrinel5, du SL-Inuline ou du SL- 
PuUulane provoquaient des reactions de gonflement considerables qui 
s'estompaient cependant plus rapidement que celles provoquees par le SL- 
Ficoll et ne persistaient que pendant une a deux semaines. 

La reactogenicitd du SL-Cyclodextrine inclus dans differentes huUes a 
ete tres faible ou meme absente. Des Emulsions contenant du 
SL-Cyclodextrine dans du squaiane ou de 1'hexadecane ont provoque* 
quelques gonflements pendant un ou deux jours apres l'injection tandis que 
la SL-Cyclodextrine dans de Thuile de soja n'a pas provoque^ de reponse 
visible. 

La reactogemcite\ c*est-a-dire la toxicity locale, testee sur les souris, 
montrait des effets prononces en fonction du type d'huile et du type de 
polysaccharide. En general, le SL-FicoU provoquait des reactions plus fortes 
que les autres SLP testes. Le SL-Ficoll combine avec soit du squaiane soil 
de Thuile minerale a provoque une reaction locale tres forte et persistante 
tandis que le SL-FicoU combine avec de 1'hexadecane et de Thuile de soja 
n'a donne que des reactions moderees ou plus faibles respectivement 
(Tableau 2). Des emulsions a base de squaiane ont provoqu£ des reactions 
significativement plus fortes que celles comprenant de 1'hexadecane. L'huiJe 
de soja n'a provoque que des reactions tres faibles. 

Le caractere hydrophobe de ces huiles est different. Le squaiane, Thuile 
mindrale et Ihexadecane sont des hydrocarbones fortement hydrophobes, 
tandis que I'huile de soja, dtant un melange de differentes substances, est 
moins hydrophobe. Le caractere hydrophobe des differentes huiles est 
illustre par la valeur HLB des detergents necessaires pour obtenir une 
emulsion stable dans de I'eau. 

Le SL-Pullulane a provoque des toxicites locales plus fortes que les 
trois autres SLP. SL-Inuline et SL-Maltodextrinel5 ont provoqu6 des 
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gonflements locaux considerables tandis que le SL-Cyclodextrine n a 
provoque qu'une reaction notable seulement pendant un ou deux jours. 

Parmi les autres caracteristiques, les SLP different dans leur po.ds 
moleculaire qui decroit de SL-FicoU = a ceUe SL-PuUulane > SL-Inubne 
5 > SL-Maltodextrinel5 > SL-Cyclodextrine. Un paralleTisme entre la 
reactogenicite et le poids moleculaire peut etre observe mais d'autres 
recherches sont requises pour etablir une relation directe. 

On en a conclu que la reactogenicite depend du type de polysaccharide 
et d'huile inclus dans les formulations et que le poids moleculaire du 
10 polysaccharide est un facteur important. 

Exemole 4 i _ . 

Des derives sulfo-lipidiques de MaltodextrinelS, d'Inuline, de Cyclo- 
dextrine et de Pullulane ont ete synthetics et incorpores dans des emuls.ons 
d'huile dans de l'eau a base de squalane, d'huile minerale, d'hexadecane et 
15 d'huile de soja et la stability a 6t6 etudiee in vitro. 

Les SLP de la presente invention ont ete synthetases selon la methode 
decrite a 1'exemple 1 et melanges dans des emulsions huile dans l'eau de 
squalane, hexadecane et huile de soja et la stabilite de celles-ci a ete etud.ee 
in vitro. 

20 Des formulations de SLP dans une emulsion de squalane dans 1 eau, 

d'huile de soja dans l'eau et d'hexadecane dans l'eau ont ete preparees selon 
la methode decrite a 1'exemple 1 . 

La stabilite des emulsions a ete testee en exposant les formulations a 
temperature elevee pendant une certaine periode de temps. En general, les 
25 emulsions sont moins stables a haute temperature et le test a temperature 
elevee a ete consider comme donnant des indications sur le comportement 
a long terme a temperature plus faible. 

La stabilite des emulsions a ete determinee a 37 »C. Des aliquotes 
steriles de 5 ml d'emulsion ont ete incubes a 37 «C et la formation de 
30 gouttelettes d'huile, 1'apparition d'une phase huUeuse et autres modificanons 
ont ete verif.ees chaque jour par inspection des emulsions a l'oeil nu. 

Les SLP avec un rapport S/L d'environ 0,1/1,0 ont ete incorpores dans 
des emulsions de type huile dans eau a base de squalane, de 1'hexadecane et 

d'huile de soja. . , c!rMA . 

Des aliquotes steriles comprenant 0,01 % (p/v) de thimerosal (SIGMA) 
ont ete incubes a 37 °C et 1'etat des emulsions a et6 etablie a differents 
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intervalles de temps par inspection k 1'oeil nu. 

Les rtfsultats de ces experiences sont repris dans le Tableau 4. 

labia*! 4 : Stability de difiterentes Emulsions de diffdrentes huiles 
comprenant des SLP en une concentration finale de 1 % (p/v) SLP, 2 % 



Adjuvant 








Stability a 37 °C au jour : 


1 


2 


7 


10 


14 


21 


28 


35 


46 


53 


| 115 


SL-Maldex 1 5/S/W 
[10/100] 


i 

t 


+ 


+ 


i 


1 


"t" 


J -r 


+ 


+ 


+ 


1 ±/ + 


SL-Cvclodex /S/W 
[10/100] 


i 

T 


+ 


+ 




1 -i_ 
1 


i 

™r 


1 + 




+ 


+ 


1 ±/ + 


SL-Inuline/S/W 

[10/100] 


+ 


+ 


+ 


-L. 
i 


1 _i_ 

I T 


i 

T* 


± 


± 


+ 


+ 


+ 


SL-PuIlulane/^/W 
[10/100] 


+ 


+ 


+ 


-L. 

r 


1 _I_ 
I 


i 

t 




+ 


± 






SL-Maldex 1 S/cnia/w 

**** I'MUUCA A Jl MJIo/ W 

[10/100] 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


1 + 


SL-Cyclodex. /soja/W 
[10/100] 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


SL-Inuline/soja/W 
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S — squalane 

W = eau (water) 

= deux phases; phase huileuse et phase aqueuse transparente 

= deux phases; phase huileuse et phase aqueuse blanche 

± = petites gouttelettes d'huUe sur la phase aqueuse visible a 1'oeU 



nu 



+ = emulsion homogene blanche, pas de gouttelettes d'huiles 

visibles a l'oeil nu 
±/+ = entre "±" et " + " 

10 Les nouveaux SLP (SL-PuUulane, SL-Inuline, SL-Maltodextrinel5, et 

SL-Cyclodextrine) incorpores dans ces emulsions d'huile de squalane, 
d'hexadecane ou d'huile de soja sont d'une stabilite remarquable. Les 
emulsions de SL-Inuline, SL-Cyclodextrine et SL-Maltodextrinel5 dans du 
squalane sont restees stables plus de 53 jours a 37 °C. Ceci est considere 

15 comme etant une amelioration importante en comparaison avec les 

emulsions de SL-Ficoll/squalane/eau. En depit de la valeur predictive 
limitee du test de stabilite a 37 °C, ceUe-ci montre une resistance accrue 
contre les facteurs de destabilisation. 

Toutes les emulsions, a rexception de SL-PuUulane/squalane/eau, sont 

20 restees stables pendant au moins 53 jours a 37 °C. Apres 1 15 jours, la 

plupart des emulsions comprenant SL-Maltodextrinel5, SL-Cyclodextrine et 
SL-Inuline sont restees stables, bien que des emulsions avec du squalane et 
de l'hexadecane montraient quelques gouttelettes d'huile sur Temulsion. 
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RE VENDIC ATini^S 

1 - Adjuvant pour vaccins comprenant un polysaccharide sulfo-lipidique 
combing & un composant form ant une interface. 

2 - L'adjuvant selon la revendication 1, caractdrisd en ce que Ie 
polysaccharide sulfo-lipidique est un polysaccharide hydrophobe. 

3 - I/adjuvant selon la revendication 1 , caractdris6 en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est choisi parmi le groupe constitug de 
cyclodextrine, maltodextrine, inuline, ficoll et pullulane. 

4 - L'adjuvant selon la revendication 3 ? caracterisd en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est une cyclodextrine. 

5 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caract£ris<S en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique contient en moyenne au moins 0,01 groupe 
sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractfere hydrophobe. 

6 - L'adjuvant selon la revendication 5, caract^rise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique contient en moyenne au moins 0,12 groupe 
sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caract&re hydrophobe. 

7 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caracterisd en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique ne contient en moyenne pas plus de 1,0 
groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractfcre 
hydrophobe. 

8 - L'adjuvant selon la revendication 7, caractdris6 en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique ne contient en moyenne pas plus de 0,23 
groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractfere 
hydrophobe. 

9 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caracteris^ en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est de la maltodextrine et contient en 
moyenne environ 0,23 groupe sulfate par monosaccharide, tout en 
maintenant son caractfere hydrophobe. 

10 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
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polysaccharide sulfo-lipidique est de la cyclodextrine et contient en moyenne 
environ 0,20 groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractfere hydrophobe. 

11 - L'adjuvant selon la revendication 1. caracterise en ce que le 
5 polysaccharide sulfo-lipidique est de 1'inuline et contient en moyenne 

envLn 0,19 groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

12 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est du puUulane et contient en moyenne 

l0 environ 0,16 groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

13 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoll et contient en moyenne envuon 
Z 12 groupe sulfate par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 

15 hydrophobe. 

14 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique contient en moyenne au moins 0,01 groupe 
Upidique par monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

15 - L'adjuvant selon la revendication 14, caracterise en ce que le 
20 polysaccharide sulfo-lipidique contient en moyenne au moins 1 ,05 groupe 

Upidique par monosaccharide, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

16 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique ne contient en moyenne pas plus de 2,0 
groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 

25 hydrophobe. 

17 - L'adjuvant selon la revendication 16, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-tipidique ne contient en moyenne pas plus de 1,29 
groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son caractere 
hydrophobe. 

no 18 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caracterise en ce que le 

polysaccharide sulfo-lipidique est de la maltodextrine contenant en moyenne 
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environ 1 ,29 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

19 - L'adjuvant selon la rcvendication 1, caract<*ris<5 en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est de la cyclodextrine contenant en moyenne 

5 environ 1,05 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

20 - L'adjuvant selon la revendication 1, caract£ris£ en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est de I'inuline contenant en moyenne environ 
1,24 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son 

10 caractere hydrophobe. 

21 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est du pullulane contenant en moyenne 
environ 1,24 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

15 22 - L'adjuvant selon la revendication 1, caract£ris£ en ce que le 

polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoll contenant en moyenne environ 
1,22 groupes lipidiques par monosaccharide, tout en maintenant son 
caractere hydrophobe. 

23 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caracterisd en ce que les 
!0 groupes lipidiques comprennent de 4 k 22 atomes de carbone. 

24 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracteris^ en ce que le 
rapport des groupes sulfates et lipidiques est compris entre 0,01 et 2 
groupes sulfates par groupe lipidique, tout en maintenant le caractere 
hydrophobe du compose. 

5 25 - L'adjuvant selon la revendication 24, caract£ris£ en ce que le 

rapport des groupes sulfates et lipidiques est compris entre 0,10 et 0,19 
groupe sulfate par groupe lipidique, tout en maintenant le caractere 
hydrophobe du composd. 

26 - L'adjuvant selon la revendication 1 , caracterisd en ce que le 
0 polysaccharide sulfo-lipidique est de la maltodextrine contenant un rapport 
des groupes sulfates et lipidiques d'environ 0,18 groupe sulfate par groupe 
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lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

27 - L'adjuvant selon la revendication 1, caractens* en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est de la cyclodextrine contenant un rapport 
des groupes sulfates et lipidiques d'environ 0,19 groupe sulfate par groupe 

5 lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

28 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
polysaccharide sulfo-lipidique est de l'inuhne contenant un rapport des 
groupes sulfates et lipidiques d'environ 0,15 groupe sulfate par groupe 
lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

10 29 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 

polysaccharide sulfo-lipidique est du puUulane contenant un rapport des 
groupes sulfates et lipidiques d'environ 0,13 groupe sulfate par groupe 
lipidique, tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

30 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le 

15 polysaccharide sulfo-lipidique est du ficoU contenant un rapport des groupes 
sulfates et lipidiques d'environ 0,10 groupe sulfate par groupe lipidique, 
tout en maintenant son caractere hydrophobe. 

31 - L'adjuvant selon la revendication 1, caracterise^ en ce que le 
composant formant une interface est choisi parmi le groupe constitue d'un 

20 liquide non miscibles a l'eau et un solide insoluble dans la phase aqueuse. 

32 - L'adjuvant selon la revendication 31, caracterise en ce que le 
liquide non miscible a l'eau est choisi parmi le groupe constitue de 
squalane, huile de soja, huile min6rale et hexadecane. 

33 - Utilisation d'un polysaccharide sulfo-lipidique selon I'une 

25 quelconque des revendications 1-30 en tant qu'adjuvant dans des vaccins. 

34 - Precede pour preparer un vaccin en emulsion caracterise en ce que 
l'on emulsionne une solution aqueuse d'un antigene, un polysaccharide 
sulfo-lipidique selon l'une quelconque des revendications 1-30, un 
composant formant une interface et un emulsifiant. 

30 35 - Vaccin comprenant une quantite immunogenique d'un antigene et 
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un adjuvant comprenant un polysaccharide sulfo-lipidique selon l'une 
quelconque des revendications 1-30 et un composant formant une interface. 
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